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3. Material e Métodos

Os erros hereditarios da via de biossintese do colesterol caracterizam-se por uma
diminui¢do da biossintese enddgena de colesterol, com acumulacdo dos respectivos
precursores esterdis e estdo na origem de algumas sindromes polimalformativas. O exemplo
mais usual é a sindrome Smith-Lemli-Opitz (SLO) (défice na enzima 3B-hidroxiesterol A’-
reductase (DHCR7)), no entanto, a Desmosterolose (défice na enzima 3fB-hidroxiesterol A*-
reductase) e a Latosterolose (défice na enzima 3B-hidroxiesterol A’-desaturase) sdo outras das
sindromas polimalformativas da biossintese de colesterol.

Tém sido descritos na literatura varios métodos aplicaveis a quantificacdo de esterois,
incluindo: (1) a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), (2) a cromatografia gas-
liquido (GLC), (3) a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS) e (4)
a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa (LC-MS). Entre eles, o mais
comum ¢ a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS), sendo
considerada uma das mais sensiveis e especificas técnicas analiticas, para a analise de esterois
bioldgicos (Ahmida et al., 2006).

Nesta seccao irdao ser descritas duas técnicas analiticas de cromatografia que permitem

a quantificacdo de diversos esterois em amostras bioldgicas: o HPLC e o GC-MS

3.1. Material, Equipamento e Reagentes

3.1.1. Material
v' Adaptadores de pequeno volume, “insert” de vidro;
Baloes de vidro de 10 ¢ 100mL;
Cépsulas de aluminio com septo de teflon;
Dispensador (pipeta automatica) e pontas adequadas de 25, 10, 5 e ImL;
Gobelés;
Filtros millipore”™ de 4mm (0,45 pm) (Millex®-LH, ref. SLLHRO4NL);
Micropipetas de 100, 200l e 1000pl;
Pipeta de 5ml;

Pipetas de vidro;

NN N N N N N NN

Tetinas;
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Seringas de 2ml com agulhas;

Suportes para tubos e vials;

Tubos de vidro de 10ml com rolha para extrac¢ao de lipidos;

Tubos de vidro de 10ml de fundo coénico;

“Vials” de vidro de 2mL (frascos para a introdu¢do da amostra no injector

automatico).

. Equipamento

Agitador automatico (Multi Tube Vortexer, modelo VX-2500);

Balanga (Mettler Toledo, modelo XS205);

Banho de agua (Memmert, modelo WNB 7-45);

Capsulador electronico (Agilent Tecnnologies, ref. 5183-4763);

Centrifuga (Heraeus Instruments, Labofuge 400¢);

Coluna de HPLC Lichrospher® RP-18, 250/4 cm, Sum;

Coluna de GC-MS Equity™-1, Supelco, 15m x 0,1 mm x 0,1 pm (coluna capilar de
silica);

Cromatografia de fase gasosa com detector de espectrometria de massa, GC-MS (QP
2010 Plus, Shimadzu) e computador com software de controlo (Labsolutions — GCMS
solutions, Shimadzu);

Descapsulador electronico (Agilent Tecnnologies, ref. 5184-3567);

Detector “diode-array” (DAD) (Hitachi, modelo L-7455);

Estufa (Heraeus Instruments D-6450 Hanau, modelo T6060);

Evaporador com fluxo de azoto (Techne, modelo FSC 4000);

Excicador;

Hotte;

Aparelho HPLC (Lachrom, Merck Hitashi) e computador com software de controlo
(HSM-system 1),

Injector automatico de GC-MS (40C-20i, Shimadzu);

Sistema de filtragem da fase movel (E.M.G., modelo 63/2);

Vortex (Heidolph, modelo Deax 2000).
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3.1.3.

v
v

<\

NN

v

Reagentes e solucoes

Azoto (grau de pureza 99.999%));

Bis(trimetil-silil)trifluoroacetamina (BSTFA) (Sigma, ref. T-5634): fornecido em

caixas de 10 ampolas de 1mL;

Etanol absoluto (Panreac, ref. 121086.1212): fornecido em frascos de 2.5L;

Etanol a 96%: mediram-se 4mL de H,0 destilada e adicionaram-se 96mL de etanol

absoluto, de modo a fazer um volume final de 100mL;

Hélio (grau de pureza 99.999%);

KOH (Merck, ref. 6498): fornecido em pastilhas, em frasco de 1kg;

Solucdo 0.6M de KOH em etanol a 90%: pesaram-se 3.37g de KOH e dissolveram-se

em 10mL de H,O destilada, sob agitacdo. Adicionou-se lentamente ¢ em volumes

reduzidos etanol a 90% até se perfazer o volume final de 100mL;

n-Hexano pro-analise (Merck, ref. 1.04367.1000): fornecido em frascos de 1L;

Metanol para HPLC (VWR, ref.0502679): fornecido em frascos de 2.5L;

H,O destilada;

H,0 para HPLC (VWR, ret. 0604270): fornecida em frascos de 2.5L;

7-dehidrocolesterol (Sigma, ref. D-4429): fornecido em frascos de 1g e armazenado a

0°C;

* Solugdo de 7-dehidrocolesterol ImM: adicionaram-se 19.23mg de 7-
dehidrocolesterol a um volume de 50mL de etanol a 96% e deixou-se a agitar
lentamente até dissolver. O frasco com a solugdo foi envolvido em prata e bem
rolhado. Armazenar a - 20°C;

Colesterol (Sigma, ref. C-8667): fornecido em frascos de 1g e armazenado a 0°C;

* Solugdo de Colesterol ImM: adicionaram-se 19.33mg de colesterol a um volume
de 50mL de etanol a 96% e deixou-se a agitar lentamente até dissolver. Armazenar
a-20°C;

Colestanol (Dihidrocolesterol) (Sigma, ref. D-6128): fornecido em frascos de 10g e

armazenado a temperatura ambiente;

* Solucao de Colestanol 1mM: adicionaram-se 38.9mg de colestanol a um volume
de 100mL de etanol a 90% e deixou-se a agitar lentamente até dissolver.
Armazenar a - 20°C;

Epicoprostanol, padrao interno (Pi) (Sigma, ref. C-2882): fornecido em frascos de 10g
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e armazenado a temperatura ambiente;

* Solucao de Epicoprostanol 0.16mM: adicionaram-se 6.31mg de epicoprostanol a
um volume de 100mL de etanol a 96% e deixou-se a agitar lentamente até
dissolver. Conservar a solu¢ao até um ano e¢ armazenar a -20°C;

v" Desmosterol (Sigma, ref. D-6513): fornecido em frascos de 10mg e armazenado a -
20°C;

* Solucdo de Desmosterol 1mM: adicionaram-se 19.23mg de desmosterol a um
volume de 50mL de etanol a 96% e deixou-se a agitar lentamente até dissolver.
Armazenar a -20°C;

v' Latosterol (Sigma, ref. C-3652): fornecido em frascos de 25mg e armazenado a - 20°C;

* Solugdo de Latosterol 1mM: adicionaram-se 19.33mg de latosterol a um volume
de 50mL de etanol a 96% e deixou-se a agitar lentamente até dissolver. Armazenar
a-20°C;

v" Lanosterol (Sigma, ref. L-5768): fornecido em frascos de 5Smg e armazenado a -20°C;

* Solucao de Lanosterol ImM: adicionaram-se 21.34mg de lanosterol a um volume
de 50mL de etanol a 96% e deixou-se a agitar lentamente até dissolver. Armazenar
a-20°C;

v' B-Sitosterol (Sigma, ref. S-1270): fornecido em frascos de 10mg e armazenado a -
20°C;

* Solucao de B-Sitosterol 1mM: adicionaram-se 20.73mg de [-sitosterol a um
volume de 50mL de etanol a 96% e deixou-se a agitar lentamente até dissolver.
Armazenar a -20°C;

v Fase movel 100:4 de metanol/H,O (filtrada e desgaseificada);
v’ Piridina pro-andlise (Merck, ref. 1.04367.1000): fornecido em frascos de 1L.

3.2. Amostras

As amostras bioldgicas analisadas neste estudo foram liquidos amnidticos (LA) com
diferentes semanas de gestagdo, os quais estavam congelados a — 20°C, até serem
processados. Foram utilizadas 330 amostras de LA de fetos sem patologia, que foram
agrupadas em fun¢do do nimero de semanas de gestacdo, desde a 13° semana até a 22°
semana, havendo ainda um grupo heterogéneo formado por LA com mais de 22 semanas de

gestacdo (> 22 semanas de gestacdo). Para além dos LA de fetos sem patologia, foi também
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analisada uma amostra LA de uma gestagdo de um feto com suspeita de sindrome Smith-
Lemli-Opitz.

Como controlo de qualidade interno (CQI), foi utilizada uma “pool” de LA de fetos
normais, com 16 semanas de gestagdo, onde foi adicionada em cada ensaio, uma sobrecarga
de uma mistura padrao de estero6is (7-dehidrocolesterol, desmosterol, latosterol e B-sitosterol)
de concentracdo 10uM. A “pool” foi dividida em aliquotas de 2.5ml, que foram congeladas a

-20°C.

3.3. Método de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) para a

analise de esterois.

3.3.1. Introducio a metodologia de HPLC

O HPLC ¢ uma técnica cromatografica qualitativa e quantitativa que permite a
separacao de diferentes componentes de uma amostra e a sua posterior deteccdo e
quantificagdo. O principio da metodologia consiste na dissolugdo da amostra num solvente
(fase moével), o qual ¢ for¢ado a migrar, por accdo de variadas pressdes, numa fase
estacionaria, imobilizada numa coluna, onde ocorre a separagdo dos diferentes componentes
da amostra. A medida que a amostra é arrastada pela fase movel ao longo da coluna, cada
componente migra, de acordo com as interac¢des ndo-covalentes existentes entre si € com as
das fases movel e estaciondria. As diferentes interac¢gdes determinam o grau de migracdo e de
separacdo dos componentes contidos na amostra. A elui¢do na coluna pode ser feita com um
unico solvente, ou com uma mistura de solventes (Wilson and Walker, 1999).

Conforme as polaridades das fases movel e estaciondria, a cromatografia liquida pode
classificar-se em cromatografia de fase normal (fase movel apolar e fase estacionaria polar)
ou cromatografia de fase reversa (fase movel polar e fase estacionéria apolar). O tipo a utilizar
depende dos analitos a separar, sendo a mais utilizada, a cromatografia de fase reversa, que
permite obter boas separacdes e € menos sensivel a impurezas polares que possam existir no
eluente (como por exemplo, a d4gua) (Wilson and Walker, 1999).

A cromatografia de fase reversa baseia-se no principio das interac¢des hidrofobicas,
que resultam de forgas repulsivas entre um solvente relativamente polar, um analito
relativamente apolar e uma fase estacionaria apolar, o que por consequéncia provoca tempos

de reten¢do mais longos para as moléculas de natureza apolar. Verifica-se também que o
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tempo de retengdo aumenta com a adicdo de um solvente polar a fase movel e diminuiu pela
adi¢do de um solvente mais hidrofoébico. Nestas condi¢des, os compostos polares permanecem
na fase moével, sendo eluidos antes dos compostos nao polares, que t€ém maior afinidade para a
fase estacionaria. Este tipo de cromatografia ¢ extremamente sensivel a composi¢ao da fase
movel, sendo as fases moveis mais utilizadas: agua, metanol, etanol, isopropanol e
acetonitrilo. A escolha dos solventes, aditivos e gradientes depende da natureza da fase
estaciondria e do analito (Wilson and Walker, 1999).

Os principais aspectos a considerar na utilizagdo do HPLC sdo o tipo de coluna, o
eluente, o sistema de elui¢cdo (isocratico ou gradiente), a temperatura, a pressdo, o volume de
injeccdo e o tempo de corrida. Quanto ao manuseamento do equipamento, existem varios
cuidados a ter nomeadamente: com a pressdo maxima de trabalho (depende das colunas),
trabalhar com reagentes de pureza adequada, a inexisténcia de bolhas de ar no sistema e as

corrosdes que vao ocorrendo nas partes metalicas com o tempo.
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Figura 3.1. Componentes base de um aparelho HPLC. (Reproduzido e adaptado de
http://www.forumsci.co.il:80/HPLC/html. Acesso em 10/07/2007).

Legenda da figura: 1. A bomba ¢ responsavel pela deslocagdo da fase movel e estd acoplada a sistemas
que permitem o controlo do fluxo e da composi¢ao da fase movel (2.). A composicdo da fase movel pode ser fixa
(eluicdo isocratica) ou variavel, ao longo do tempo, mediante programagdo prévia, ou seja, a composi¢do do
eluente varia (eluicdo por gradiente). 3. O injector ¢ composto por uma micro-seringa que injecta a amostra
directamente para o sistema ou para um “loop”, de volume variavel (que depende do fabricante e da aplicagdo).
Se se recorrer ao uso do “loop”, apds o enchimento deste, efectua-se uma rotagdo no sistema, de modo a fechar a
valvula da injeccdo e abrir outra valvula que permita a transferéncia da amostra para o tubo onde flui a fase
movel em direc¢do & coluna. 4. A coluna de ago inox pode estar acoplada a um forno para controlo da
temperatura. A fase estacionaria encontra-se ligada quimicamente ao suporte, normalmente de silica gel. Esta
ligagdo ¢é conseguida através de reacgdes de siliciagdo. O tamanho dos poros da fase estacionaria (apolar), define
uma caracteristica da coluna e a capacidade das moléculas do analito em penetrar para o interior da particula e
interagir com a sua superficie interna e, desta forma, reté-las (apolares) ou ndo (polares). 5. Apds a separacdo na
coluna, os varios componentes da amostra vao passar por um detector, com um tempo de retengdo que lhes ¢
caracteristico, ja que depende do seu modo de interaccdo com a fase estacionaria. O detector emite um sinal
eléctrico que ¢ funcao da concentracdo do componente eluido e do qual resulta num pico no cromatograma. Em
HPLC utilizam-se uma variedade de detectores (Fluorescéncia, Electroquimico, Ultra-Violeta e de
Espectrometria de Massa) cuja selecg¢do depende da natureza do analito. O detector DAD ¢ usado para moléculas
cromoéforas, e mede um espectro de absor¢do num determinado intervalo de comprimentos de onda. 6. O
cromatograma obtido para cada amostra ¢ visualizado num computador com o software adequado (Wilson and

Walker, 1999).
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O método de HPLC, operando num modo de fase reversa com elui¢do isocratica e com
detector DAD, optimizado previamente para a identificacdo e quantificagcdo de ergosterol,
brassicasterol, 7-dehidrocolesterol (7-DHC) e colesterol e, para a avaliacdo da actividade
enzimatica da DHCR7 (ver Anexo A), foi aplicado a analise de diversos esterdis: 7-DHC,
colesterol, desmosterol, lanosterol, latosterol, colestanol e [-sitosterol, para a posterior

aplicacdo do método na quantificacdo destes esterdis em LA.

3.3.2. Procedimento
Para a analise de esterois por HPLC, o procedimento inclui:

A. Preparagao dos padrdes diluidos;

B. Analise por HPLC.

Inicialmente comegou-se por (1) identificar o tempo de retencdo de cada esterol,
isoladamente, e depois (2) separar os diversos esterdis numa mesma analise cromatografica,
utilizando-se misturas de padrdes de esterdis, com o intuito final de avaliar a capacidade do

método HPLC-DAD para separar e identificar os diversos esterois.

A. Preparacao dos padroes diluidos

A partir das solugdes mae de 7-DHC, colesterol, desmosterol, lanosterol, latosterol,
colestanol e B-sitosterol (ImM), prepararam-se misturas padrdo com todos os esterdis, de
concentragdes de 250, 125, 62.5 e 31.25 pM (utilizando a fase movel metanol/H,O (100:4)
para diluir). Também foram preparados padrdes de cada esterol isolado a 250 e 125uM, que
serviram de base para a identificagdo dos compostos e confirmagdo dos respectivos tempos de
retencdo, na analise cromatografica.

Utilizou-se como padrao interno o epicoprostanol na concentragao de 0.16mM.

B. Analise por HPLC

Antes de efectuar uma analise por HPLC, a coluna C-18, 5 um, foi deixada a
equilibrar com fase movel de um dia para o outro.

A andlise por HPLC-DAD dos padrdes dos diversos esterois, foi efectuada com as
seguintes condicoes:

* Eluicdo isocratica (fase mével de metanol/agua 100:4);
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* Tempo de corrida 40 minutos;

* Temperatura 30°C;

e Taxa de fluxo: 1 ml/min.;

*  Volume de injec¢do da amostra: 100pl;

e Detector DAD com variagdo do comprimento de onda entre 200-400nm e com

comprimento de onda fixo nos 210nm.

Figura 3.2. Equipamento de HPLC (Lachrom, Merck Hitashi) com detector DAD (Hitachi, modelo L-
7455) utilizado.

A série de andlises iniciou-se quando se registou estabilidade na linha de base. Foi
feita uma lista de injec¢ao no menu correspondente do Software HSM-system 1 e dada ordem
de arranque. Os cromatogramas obtidos foram analisados recorrendo-se a integragdo manual e

automatica, para a determinagdo das areas dos varios picos cromatograficos.
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3.4. Método de Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de

Massa (GC-MS) para a quantificacio de esterodis em liquidos amnioticos

3.4.1. Introducio a Metodologia

As técnicas de cromatografia gasosa (GC) e espectrometria de massa (MS) t€ém
requerimentos especificos relativamente aos compostos em analise. A técnica de GC requer
compostos gasosos ou liquidos volateis, e para a analise por MS, a pureza dos compostos ¢
um factor essencial. Assim, as amostras biologicas raramente sdo adequadas para analise por
GC-MS, sem que antes sejam sujeitas a um processo de tratamento pré-analitico.

A combinacao destas duas técnicas tem mais-valias, dado que a primeira separa, com
grande resolu¢do os constituintes de uma mistura, e a segunda, fornece informagdes
estruturais detalhadas para a maioria dos compostos de modo a identifica-los com exactidao

(Wilson and Walker, 1999).

A cromatografia gasosa (GC), baseia-se na utilizagdo de um gas quimicamente inerte
como fase modvel, que arrasta os diferentes componentes da amostra a analisar. Os gases mais
utilizados sao o hélio, o hidrogénio, argon e o azoto, fluidos compressiveis que devem
apresentar um grau elevado de pureza e serem utilizados a uma pressao baixa e sensivelmente
constante. A fase estacionaria pode ser constituida por um sélido ou por um liquido e, em
qualquer dos casos, encontra-se contida num tubo de ago inoxidavel, vidro, silica ou qualquer
outro material inerte, designando-se o sistema assim constituido por coluna cromatografica
(Wilson and Walker, 1999).

O cromatografo € constituido por uma fonte de gas de arraste, um injector e porta de
injeccdo, uma coluna cromatografica contida dentro de um forno, um detector ¢ uma unidade

de aquisicao e processamento de dados (Wilson and Walker, 1999).
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Figura 3.3. Representacdo esquemadtica de um sistema de GC: 1- Reservatério de gas e controlo de
fluxo/pressdo; 2- Injector; 3- Forno da coluna; 4- Coluna cromatografica; 5- Detector; 6- Unidade de tratamento

e aquisi¢ao de dados; 7- Cromatograma.

Uma pequena quantidade de amostra a analisar ¢ injectada no cromatografo, através do
injector aquecido a altas temperaturas, o que permite uma rapida volatilizacdo de todos os
componentes da mistura a analisar, antes da entrada na coluna. Os componentes sao
arrastados por um gas inerte, que esta continuamente a fluir. A coluna enrolada em hélice,
situa-se dentro de um forno de temperatura reguldvel. Dado que a velocidade, a eficiéncia e a
reprodutibilidade da separagdo sdo extremamente dependentes da temperatura, a sua
regulagdo ¢ um parametro essencial neste tipo de cromatografia. A temperatura da coluna
pode manter-se constante ao longo do processo cromatografico, ou subir gradualmente de
forma linear ou por patamares, sendo este o processo mais utilizado na analise de misturas
complexas. A capilaridade da coluna ¢ outro ponto critico, uma vez que uma menor
probabilidade de co-elui¢cdes implica um maior poder de separagdo, o que por sua vez
depende das caracteristicas fisico-quimicas dos compostos a analisar e da propria coluna

(Karasek and Ray, 1988; Wilson and Walker, 1999).
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Figura 3.4. Esquema representativo da separagdo de componentes de uma amostra num aparelho de

cromatografia gasosa (retirado e adaptado de www.uma.pt/igc/iGC.html, no dia 16/5/08).

E com base na propriedade fisica e quimica dos componentes da amostra que as
condi¢des de um método sdo estabelecidas, para no fim se detectarem os componentes de
interesse a saida da coluna cromatografica. A grande vantagem desta técnica ¢ a alta resolucao
que ¢ possivel atingir, permitindo separar multiplos componentes de uma amostra complexa.
A velocidade de deslocacdo de cada componente ¢ proporcional a velocidade de deslocagao
do gés e a programagado das temperaturas, sendo esta dependente da sua tensdo de vapor e da
sua afinidade para a fase estacionaria. Uma escolha adequada da coluna cromatografica, das
temperaturas inicial e final e do fluxo do gas de arraste, ird proporcionar a chegada de cada
componente ao detector, a um tempo diferente dos restantes. O sinal transmitido pelo detector
permite conhecer o tempo de retencdo caracteristico de cada composto para a sua posterior
quantificagdo, pela area do pico correspondente (Tanaka et al., 1980; Wilson and Walker,
1999).

O detector ¢ um dispositivo que produz um sinal quando ha passagem de substancias
diferentes do gas de arraste e que permite assim, a detec¢ao dos compostos eluidos da coluna
cromatografica. Em condi¢des ideais, o sinal emitido ¢ proporcional & quantidade dos
compostos eluidos. As caracteristicas mais importantes para a escolha de um determinado tipo
de detector sdo: (i) a sensibilidade (que define a relagdo entre o incremento de area do pico e o
incremento de massa do analito), (ii) a linearidade (que corresponde a proporcionalidade entre
o sinal produzido pelo detector e a quantidade de substancia que o atravessa) e (iii) a
selectividade (que refere a especificidade do detector para responder apenas a determinado

tipo de compostos) (Karasek and Ray, 1988; Wilson and Walker, 1999).

A espectrometria de massa (MS) baseia-se no principio de que particulas carregadas,
movendo-se ao longo de um campo eléctrico ou magnético, podem ser separadas de acordo

com a sua relacdo massa/carga (m/z). O processo requer uma etapa inicial, na qual as
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moléculas da amostra sdo ionizadas e fragmentadas. Depois, mediante o ajuste dos parametros
analiticos, sdo seleccionados os ides em fun¢do do seu valor de m/z, que sdo detectados numa
gama de massas em func¢ao do tempo (por varrimento ou por “ido selectivo”) (Wilson and
Walker, 1999).

A andlise das substancias por MS implica a sua vaporiza¢do prévia e posterior
ionizag¢do. O impacto electronico, ¢ o processo mais utilizado para a ionizagdo, onde electrdes
gerados por um filamento metélico incandescente bombardeiam a amostra. Os fragmentos
ionizados carregados positivamente sdao repelidos pelo eléctrodo positivo e conduzidos ao
separador magnético. Apds a sua separacgdo, ¢ efectuado um registo dos ides formados para
cada composto, relacionando a sua abundancia relativa com os respectivos valores de m/z, o
qual ¢ designado por espectro de massa, e representa uma espécie de “impressao digital” da

substancia (Fernandes, 1993; Wilson and Walker, 1999).

A unidade de aquisicdo e tratamento de dados recebe o sinal eléctrico enviado pelo
detector e transforma-o num grafico, o cromatograma, em que ¢ representada a resposta do
detector em fun¢do do tempo. O principio basico de quantificacdo ¢ baseado na relagdo
proporcional entre a area dos picos registada no cromatograma e a concentragdo do composto
injectada. Assim, ¢ fundamental para a fiabilidade da analise que a area dos picos seja medida
da forma mais exacta e reprodutivel possivel. Os tempos de retengdo dos picos
cromatograficos e a analise dos espectros correspondentes a cada pico, permitem a
identificacdo dos compostos presentes, por vezes, por comparagdo dos espectros obtidos com
os existentes na biblioteca informatica de espectros, ou recorrendo a tabelas de espectros,
onde estdo referidos o principais ides, tempos de retencdo e pesos moleculares respectivos

(Fernandes, 1993).

Num sistema de cromatografia gasosa/espectrometria de massa (GC-MS), o
cromatografo actua como um sistema de introdugdo da amostra no detector MS e, a sua
utilizacao permite a chegada de cada substancia a camara de ionizagdo, como um componente
puro, separado de todos os outros componentes da amostra a analisar (Wilson and Walker,
1999).

Para além do seu elevado grau de complementaridade, as duas técnicas sdo

compativeis em varios aspectos importantes, designadamente na ordem de grandeza da

Cristina Amaral UBI 2008 67



Estudo dos défices da via de biossintese de colesterol: implementagdo de uma metodologia e determinagado de valores de referéncia de

esterdis em amostras de liquido amniético

quantidade de amostra necessaria a andlise, em cada uma das técnicas, além de ambas as
técnicas requerem a presenca da amostra em fase gasosa. Contudo, existem algumas
incompatibilidades relacionadas com as diferencas de pressdo a que as diferentes técnicas
analiticas operam, a GC requer gas de arrastamento que flua através de uma coluna
cromatogréafica, a uma pressio maior ou igual a 1 atmosfera (> 1.32x10™ Torr) e a MS
trabalha sob vacuo (pressio da ordem dos 10™ Torr). Desta forma, foram criados dispositivos
de interfase para reduzir a pressdao do fluxo do solvente, proveniente do cromatografo para o
espectrometro de massa, eliminando simultaneamente, a maior parte do géas de arraste,
permitindo transportar a maior quantidade possivel de eluido, diminuindo a sua pressdo. O
desenvolvimento tecnoldgico levou ao aparecimento de sistemas de vacuo mais dindmicos e
de maior capacidade e, de colunas capilares para a GC que, além de proporcionarem
resolucdes muito mais eficazes, funcionam com menor fluxo de gas (Fernandes, 1993; Wilson

and Walker, 1999).

3.4.2. Principio do método

O método cromatografico GC-MS foi desenvolvido e aferido para permitir a separacao
e a deteccao simultanea de diversos esterdis, em amostras bioldgicas.

Para o doseamento de compostos em diferentes amostras bioldgicas, ha necessidade de
realizar diferentes procedimentos analiticos, com o objectivo de no final, se obter uma
amostra com as condi¢des pretendidas e com reducdo de impurezas e de possiveis
interferéncias a analise.

Os esterois sao lipidos com caracteristicas lipossoliiveis presentes nas amostras
biologicas. A adicdo de etanol absoluto as amostras bioldgicas promove a precipitacdo de
proteinas e a desorganizagdo das membranas, libertando os lipidos. Posteriormente, os ésteres
de colesterol sdo submetidos a uma hidrélise alcalina a quente. Os lipidos neutros sdo depois
extraidos pela utilizagao de solventes organicos adequados, com agitacdo mecanica.

Para tornar estes compostos em derivados mais volateis ¢ necessario derivatizar a
amostra, aumentando a volatilidade dos compostos. Os extractos organicos sdo concentrados
(por fluxo de azoto) e os esterdis presentes, derivatizados (por siliagdo) com BSTFA. Esta
substancia permite a substituicdo do hidrogénio no grupo carboxilico funcional, formando o
correspondente éster. O dominio trimetilsililado formado aumenta consideravelmente o

caracter nao polar do composto, limitando assim deste modo, as associagdes intermoleculares,
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e induzindo consequentemente, um aumento de volatilidade e de estabilidade térmica dos
compostos. Os derivados trimetilsiliados assim formados, de elevada volatilidade, sao

analisados por GC-MS.

3.4.3. Optimizacao do método Cromatografico

Para a implementacdo do método cromatografico GC-MS com vista a separacdo,
identificacdo e quantificacdo de colesterol, 7-DHC, desmosterol, latosterol e B-sitosterol em
amostras de LA, procedeu-se inicialmente a uma optimizacdo do método cromatografico com
base na bibliografia disponivel (Ahmida et al., 2006; Batta, et al., 1995; Chevy et al., 2005;
Haas et al., 2005; Irons and Tint, 1998; Kelley, 1995; Kratz and Kelley, 1999; Nissinen et al.,
2000; Mills et al., 1996; Tint et al., 1998).

Como se pretende dosear em simultineo diferentes esterdis, numa mesma corrida
cromatografica, foram feitas adaptacdes metodoldgicas adequadas aos procedimentos
previamente descritos. O sistema cromatografico utilizado ¢ composto por um equipamento
de GC-MS (QP 2010 Plus, Shimadzu), por um injector automatico (40C-20i, Shimadzu) e
por um computador com software de controlo (Labsolutions - GCMS solutions, Shimadzu). O
espectrometro de massa ¢ um quadrupolo com ionizagdo por impacto electronico e funciona
em modo de varrimento ou por monitorizagao selectiva de ides (SIM).

Inicialmente injectaram-se, no GC-MS, padrdes de colesterol, 7-DHC, desmosterol,
latosterol, lanosterol, colestanol, epicoprostanol e B-sitosterol isoladamente e em conjunto
numa mistura de esterdis e com diferentes concentragdes. Efectuou-se a analise em modo de
varrimento, para a obtencdo do cromatograma total e desta forma, identificar os picos
cromatograficos, os tempos de retengdo e os espectros de massa caracteristicos de cada
composto.

O colestanol e o lanosterol foram analisados durante a optimizagdo da técnica, de
forma a permitir a separagao de todos os esterdis de interesse, para que estes nao co-eluissem
com os outros esterdis de importancia clinica para o trabalho e, para que a técnica optimizada

possa ser aplicada no futuro no doseamento desses esterois, se necessario.
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Figura 3.5. Cromatograma de uma mistura de colesterol, 7-DHC, desmosterol, latosterol, lanosterol,
colestanol, epicoprostanol e B-sitosterol na concentracdo de 8 umol/L, adquirido por CG-MS em modo de
varrimento. O segundo cromatograma tem representado a cores o comportamento dos ides seleccionados para a

analise de cada esterol.

Para a confirmagdo da identidade dos espectros de massa obtidos para cada esterol
(figura 3.6.), compararam-se os espectros obtidos com os existentes na biblioteca informatica
de espectros, com os principais i0es referidos na literatura e, com os espectros de massa
obtidos previamente noutro equipamento de GC-MS (HP 6890/HP 5973) de impacto

electronico, em modo varrimento e SIM e, com coluna capilar DB-1 (30m x 0,25 mm x 0,25

Mm).

Cristina Amaral UBI 2008 70



Estudo dos défices da via de biossintese de colesterol: implementagdo de uma metodologia e determinagado de valores de referéncia de

esterdis em amostras de liquido amniético

[Foeri seon Rt Teme: [7.603] Goo DGE0 Pk indeor 1479
% BasePeok 752,506 345
G [ e e TiaATd [ Tnien E
11
Sl 75
oo Epicoprostanol
80 2
704
i
=T
e 407
245 e 445 7
285 L5 1 229 ] FETIN
150 300 ) g 250 scua
[ Sean ReTene  [7392] Scont: [2506]  Fetinder 1430
" Base Pask 72565,
. miT  JeOa  Abs kden 1= &N .
100~ ol
Rl
o Colesterol
57
104
50
‘50 105
40] o
145
30+
28 s
-]
) i 173 3 o
I 4
f il . B T
Pl 120 R 1 1108 QL Ll Ry Ll 1 I .ﬁ. F 3 i 387 415 479 o F.] g
o 100 15 () &0 00 0 w00 450 SO0
Vertil Gcan FetTime. [7.722] Scand: [2638]  Felimdex 1971
% Blace Peale 207/203,172
o P miz TS5 Abs Inlen 0,050 Foel ifen.  12.73)
90
= 7-Dehidrocolesterol
70

425
Lia ot o

Cristina Amaral UBI 2008 71



Estudo dos défices da via de biossintese de colesterol: implementagdo de uma metodologia e determinagado de valores de referéncia de

esterdis em amostras de liquido amniético

werlE1Scan Hel Tame: [BU05] ScanS [2196]  Hallndec 155

3 Bass Peakc B9 211 996
- miz  HATE Abs Wien T4 Felwlen 1154
100
-
o Desmosterol
70}

— —
Eventfl Gean Rellme: [B662] Scand, [2198]  Retindes 1572

Baze Peak 754 196033
e M F515 Abs Wien T783% Felwien 5571
100 T
o Latosterol
o]

158
33
345
bl o 0 :wki uk | l? an & g
o % % % % g
Freti Gem Foot Tema | [8317] Goanl [0 MeLindec 1680
- Buae Pesic 1200558

i — R STH b e YTAGG Al Fen. 17 0]

|- s T3

o] B-Sitosterol

am 458 L 2 %

400 50 500

Cristina Amaral UBI 2008 72



Estudo dos défices da via de biossintese de colesterol: implementagdo de uma metodologia e determinagado de valores de referéncia de

esterdis em amostras de liquido amniético

Emllﬂ"'ﬁm RetTime : [6857] Scenlt: [Z321]  Retlndex 1383
%

Bass Paslc 55273934

miz  HIT0 Abz Fen NAEED Fellden.  TEAT)
110
100457
ol 7 Colestanol
s

: -
50 300 350 ato 50 500

= an
) T
T o |. A 3e Y L L d15230 43 a7s 430 |

Bass Pask BATI0 768
Feel Wker. 3004

T TESan  ADE Een IS
104 =
o}
Lanosterol
-
70
0]
Fa3

0 350 7] 450

4 s e g7 a5 g
0 250 i 5

Figuras 3.6. Espectros de massa caracteristicos de epicoprostanol, colesterol, 7-DHC, desmosterol,

latosterol, B-sitosterol, colestanol e de lanosterol, respectivamente, obtidos pelo método GC-MS optimizado,

com modo de ionizagdo electronica em modo de varrimento.

Os 10es seleccionados como principais € 0os mais viaveis para a quantificacdo dos
esterois (tabela 3.1.), além de serem os referidos na literatura como os mais adequados, sdo

também os mais abundantes no espectro de massa global, aumentando assim a razio
sinal/ruido (S/R).

Cristina Amaral UBI 2008 73



Estudo dos défices da via de biossintese de colesterol: implementagdo de uma metodologia e determinagado de valores de referéncia de

esterdis em amostras de liquido amniético

Tabela 3.1. Tabela com os ies seleccionados como principais para cada esterol e respectivos tempos

de retencgdo.

Composto Toes (m/z) Tempos de retencio
(minutos)

Epicoprostanol 370 7.79
Colesterol 329 8.30
7-DHC 325 8.54
Desmosterol 343 8.52
Latosterol 255 8.66
p-Sitosterol 357 9.45
Colestanol 215 8.38
Latosterol 393 9.20

Legenda: m/z — razdo massa/carga observada apos a andlise por espectrometria de massa; 7-DHC — 7-

dehidrocolesterol..

Os compostos sdao, assim, identificados pelos respectivos tempos de retengdo e

espectros de massa caracteristicos.

O método GC-MS optimizado destina-se a quantificar os esterois colesterol, 7-DHC,
desmosterol, latosterol e B-sitosterol nas amostras biologicas humanas. Apesar de os padrdes
de colestanol e lanosterol terem sido utilizados na optimizacao e aferi¢ado do método GC-MS,

estes nao vao ser doseados neste trabalho.

Para a andlise quantitativa dos extractos, por GC-MS, programou-se o método para
funcionar em modo de aquisicdo SIM [modo de ido selectivo: identificagdo dos compostos
pelo ides caracteristicos (m/z)]. O uso do GC-MS operando num modo de aquisi¢ao SIM,
diminui o ruido de fundo e permite obter uma maior estabilidade da linha de base. Desta
forma, a monitorizagdo por ides, para além de originar respostas satisfatorias na quantificagao
dos esterdis, também permite obter boas sensibilidades e especificidades na anélise,
aumentando assim a razao S/R e minimizando os erros na determinacdo quantitativa dos
esterois, devidos a possiveis co-eluicdes com impurezas da matriz bioldgica.

O programa utilizado trabalha com janelas de aquisi¢do para cada um dos ides

correspondentes aos derivados trimetilsiliados dos compostos a quantificar (tabela 3.2.).
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Tabela 3.2. Tabela com as janelas de aquisi¢do para os diferentes ides seleccionados como principais

para cada esterol.

Composto I6es (m/z) = Janela de aquisicio (minutos)
Epicoprostanol 370 7.60 —7.80
Colesterol 329 8.20-8.33
7-DHC 325 8.42 -8.54
Desmosterol 343 8.42 -8.54
Latosterol 255 8.58 - 8.67
p-Sitosterol 357 9.50 -9.57

Legenda: 7-DHC — 7-dehidrocolesterol.

3.4.4. Procedimento

Para o doseamento dos esterois no liquido amniotico, o procedimento ¢ constituido
por:

A. Preparacdo dos padrdes de esterdis a partir das solugdes mae;

B. Preparacdo das amostras de LA, hidrolise: extragdo de lipidos e obtengdao de
extracto seco;

C. Derivatizagao;

C. Analise por GC-MS.

Em cada série analitica, onde sdo preparadas as amostras de LA, sd3o sempre
estabelecidas em simultaneo as curvas de calibragdo para cada esterol e analisada uma “pool”
de amostras LA controlo de 16 semanas de gestacdo, que corresponde ao controlo de
qualidade interno (CQI). Os esterdis extraidos das amostras de LA, sdo quantificados pelas
curvas de calibracao preparadas no mesmo ensaio.

O CQI permite validar a série (verifica se as solugdes padrdo adicionadas, se mantém
estaveis com o passar do tempo, ou se ha degradacdo ou contaminacdo das amostras e
padrdes), garantir que a resposta diaria € constante e, avaliar a linearidade, repetibilidade e

reprodutibilidade do método.
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Preparagdo das amostras e
CQI Preparagdo dos padrdes

(+ KOH + Pi); (+ Banho a 55°C)

Hidroélise dos ésteres

l (+ n-Hexano); (+ N)

Extrac¢ao e concentragdo dos lipidos

l (+ Piridina + BSTFA)

Derivatizac¢ao

!

GC-MS

Figura 3.7. Representacdo esquematica das diversas etapas necessdrias para a preparacao das amostras

de LA e doseamento de esterdis até a analise por GC-MS.

A. Preparacao dos padroes de esterdis a partir das solucoes mae

Com as solugdes mae de colesterol, 7-DHC, desmosterol, latosterol e p-sitosterol de
concentracdo 1mM, preparam-se misturas padroes de 100 e 10UM (os frascos com solugdes
foram envolvidos em prata e bem rolhados), para a curva de calibragcdo e para os ensaios de

determinagao da sensibilidade do método.

B. Preparacio das amostras de LA: hidrolise, extraciao de lipidos e obten¢ao de extracto
seco
1) Descongelaram-se os liquidos amnioticos a temperatura ambiente (T.A.)
2) As amostras sdo sempre extraidas ao mesmo tempo e nas mesmas condigdes que 0s
padrdes para a curva de calibragdo.
3) Pipetaram-se para tubos de rolha de 10 mL os reagentes e as amostras de acordo com a

seguinte tabela:
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Tabela 3.3. Tabela com os reagentes e solugdes padrao necessarios para a preparagdo das amostras de

LA e curva de calibragao.

Volumes a adicionar (ML)

Calibracio Mistura de Esteroéis
Colesterol Etanol
(Hmol/L) H,0 (7-DHC, desmosterol, latosterol, §-sitosterol)
(100pmol/L) 96%
(10pmol/L)

L1 PO; + PO¢ 400 0 0 1000
L2 PO,5¢ + P5¢ 400 50 50 900
L3 Plg +P10c 400 100 100 800
L4 P2 + P20¢ 400 200 200 600
L5 P5g + P40c¢ 400 400 500 100
L6 P10g + P60¢ 400 600 100* 300

Ensaio — Preparacio das amostras

LA
(13 — 16 semanas) 1000 0 0 400
LA
(17 —> 22 semanas) 500 0 0 200
Controlo LA 1000 0 100 300

Legenda: 7-DHC — 7-dehidrocolesterol; ) Mistura de esterdis (7-DHC, desmosterol, latosterol, -
sitosterol) de 100 pmol/L.

Nota: 0 P0,5¢ + P5¢ corresponde a quantidade de 0,5nmol da mistura de esterdis e Snmol de colesterol;
0 P1g + P10¢ corresponde a quantidade de 1nmol da mistura de ester6is e 10nmol de colesterol; 0 P2 + P20c
corresponde a quantidade de 2nmol da mistura de esterdis ¢ 20nmol de colesterol; 0 P5; + P40 corresponde a

quantidade de 5Snmol da mistura de esterdis e 40nmol de colesterol; 0 P10g + P60¢ corresponde a quantidade de

10nmol da mistura de esterois € 60nmol de colesterol.

4) Com a ajuda de uma micropipeta, adicionaram-se 100pL de epicoprostanol
0.16mmol/L (Pi) e 500uL da solu¢do de KOH 0.16M, a cada tubo de extragdo de
lipidos (tubos de fundo redondo com rolha).

5) Os tubos foram colocados no banho de 4gua durante 15 min. a 55°C, de forma a
promover a hidrdlise.

6) Retiraram-se os tubos do banho e colocaram-se a arrefecer a T.A.

7) A cada tubo adicionou-se 4 mL de n-hexano p.a. e ImL de H,0 destilada.
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8) Os tubos de extrac¢do foram colocados num agitador automatico durante 10 minutos
(extraccio).

9) Depois foram centrifugados durante 2 minutos a 4000 rpm.

10) Com a ajuda de uma pipeta de vidro, transferiu-se o sobrenadante (fase organica) de
cada tubo de extrac¢do para tubos de fundo cénico (sem tocar na interfase). A fase
aquosa foi rejeitada.

11) A fase orgénica foi evaporada em corrente de azoto a T.A. até se obter + 0.5mL de
extracto (concentracio).

12) Transferiram-se os extractos concentrados resultantes para “vials” e levaram-se os

mesmos, a secura total sob corrente de azoto.

C. Derivatizacao
1) Ao extracto seco foram adicionados S0UL de piridina e SOQL de BSTFA.
2) Os “vials” foram capsulados e colocados na estufa a 60°C, durante 30 minutos.
3) Retiram-se os “vials” da estufa e colocaram-se a arrefecer a T.A.

3

4) Descapsularam-se os “vials” e as amostras derivatizadas foram transferidas para
“inserts”, colocados nos mesmos “vials, os quais foram re-capsulados e colocados no
suporte do injector automatico.

5) Seleccionou-se o método de aquisicao e analise de dados no computador.
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Figura 3.8. Sequéncia da preparacdo das amostras de LA desde a hidrolise, extrac¢do de lipidos,

obtencdo do extracto seco até a derivatizagdo. A imagem A representa o passo 3, a imagem B o passo 5, a
imagem C o passo 7, a imagem D o passo 8, a imagem E o passo 9, as imagens F ¢ G o passo 10, a imagem H o
passo 11 e as imagem I e J o passo 12 do protocolo da preparagdo das amostras por hidrolise, extragdo de lipidos
e obtencdo do extracto seco. A imagem K representa o passo 1, a imagem L o passo 2 ¢ as imagens M e N o

passo 4 do protocolo da derivatizagdo das amostras.
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D. Analise por GC-MS

Os derivados trimetilsiliados formados, de elevada volatilidade sdo analisados por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa, GC-MS (QP 2010 Plus,
Shimadzu), operando no modo de ido selectivo (SIM). Utiliza-se um cromatédgrafo de fase
gasosa com detector de massa de impacto electronico. A injec¢do € automatica, sendo o
volume injectado de 1pul, com razdo de split de 1:40. A coluna capilar utilizada ¢ apolar, de
silica (Coluna Equity™-1, Supelco), com 15m de comprimento, 0.1 mm de didmetro interno e
0.1pm de espessura de filme. O gas de arrasto ¢ o Hélio a uma pressao de 535.9 kPa (fluxo
total de 25.7mL/min; fluxo da coluna de 0.55mL/min). A temperatura do injector ¢ de 300°C
e a da linha de transferéncia 290°C.

O programa utilizado e optimizado no software (Labsolutions — GCMS solutions,
Shimadzu)) parte de uma temperatura inicial de 250°C durante 2 minutos ¢ 60 segundos,
subindo depois a velocidade de 8°/min até 300°C. A duragao da corrida foi de 11 minutos e 5
segundos.

A analise cromatografica qualitativa ¢ feita com base nos tempos de retengdo e no
espectro de massa (TIC) caracteristico para cada esterol e a quantificacao dos esterdis ¢ feita
no modo SIM, através da integracdo das areas apresentadas pelos respectivos picos, pelo
método do padrio interno (razdo entre a area do composto e a area do padrdo interno, Pi) e
utilizando curvas de calibragdo, minimizando-se assim eventuais problemas que possam

ocorrer durante o processo analitico.

Figura 3.9. Equipamento de cromatografia gasosa com detector de espectrometria de massa (QP 2010

Plus, Shimadzu).
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3.4.5. Validacao do método
Para a validacao do método de GC-MS foram determinados os seguintes parametros: a
linearidade, a repetibilidade, a reprodutibilidade, a taxa de recuperacdo, o limite inferior de

detecgdo (LID) e o limite inferior de quantificacao (LIQ).

3.4.5.1. Linearidade do método

Para determinar a linearidade do método foram feitas 3 curvas de calibragdo para cada
um dos esterais.

Para as curvas de calibragdo do 7-DHC, desmosterol, latosterol e B-sitosterol a gama
de concentragdes variou entre 0.5 - 10uM (0.5, 1, 2, 5, 10uM) e para a curva de calibra¢dao do
colesterol o intervalo de concentragdes foi de 5 - 60uM (5, 10, 20, 40, 60uM), fazendo-se
sempre um ponto PO que corresponde a preparagdo de um padrdo para as curvas de calibragdo
onde apenas ¢ adicionado o padrdo interno. Os intervalos de concentragdes dos esterdis
variaram, de forma as curvas de calibrag¢ao incluirem pontos de interesse de acordo com uma

populacao normal, assim como valores patolégicos.
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Figura 3.10. Curvas de calibragdo do colesterol para o intervalo de concentragdes 5 — 60 UM. A linha
em azul corresponde aos resultados obtidos para a primeira curva de calibragdo, a linha em rosa a segunda curva
¢ a linha em verde a terceira curva de calibragdo. As linhas mais claras com as cores respectivas a cada
curva/corrida, representam as linhas de tendéncia. A equagdo da recta para o colesterol, dada pelas trés curvas de

calibragio, é y = 0,039.x e 0 R* =0,999.
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Figura 3.11. Curvas de calibracdo do desmosterol para o intervalo de concentragdes 0.5 — 10 uM. A
linha em azul corresponde aos resultados obtidos para a primeira curva de calibragao, a linha em rosa a segunda
curva e a linha em verde a terceira curva de calibracdo. As linhas mais claras com as cores respectivas a cada
curva/corrida, representam as linhas de tendéncia. A equagdo da recta para o desmosterol, dada pelas trés curvas
de calibragdo, é y = 0,010.x ¢ 0 R* =0,999, para a primeira e terceira curvas de calibragio, sendo para a segunda

curva R?=1.
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Figura 3.12. Curvas de calibragdo do 7-dehidrocolesterol para o intervalo de concentragdes 0.5 —
10 uM. A linha em rosa corresponde aos resultados obtidos para a primeira curva de calibragdo, a linha em verde
a segunda curva e a linha em azul a terceira curva de calibrag@o. As linhas mais claras com as cores respectivas a
cada curva/corrida, representam as linhas de tendéncia. A equagdo da recta para o 7-dehidrocolesterol, dada pela
segunda e terceira curvas de calibragio, é y = 0,042.x e pela primeira curva ¢ y = 0,043.x, sendo o R* =0,998

para ambas as curvas de calibragdo.
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Figura 3.13. Curvas de calibrag¢do do latosterol para o intervalo de concentragdes 0.5 — 10 UM. A linha
em azul corresponde aos resultados obtidos para a primeira curva de calibragdo, a linha em rosa a segunda curva
e a linha em verde a terceira curva de calibragdo. As linhas mais claras com as cores respectivas a cada
curva/corrida, representam as linhas de tendéncia. A equagdo da recta para o latosterol, dada pela primeira curva
de calibragdo, é y = 0,080.x, pela segunda curva é y = 0,077.x, pela terceira curva é y = 0,079.x sendo o R*

=0,999 para ambas as curvas de calibragdo.
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Figura 3.14. Curvas de Calibracdo do B-sitosterol para o intervalo de concentracdes 0.5 — 10 uM. A
linha em azul corresponde aos resultados obtidos para a primeira curva de calibraggo, a linha em rosa a segunda
curva e a linha em verde a terceira curva de calibracdo. As linhas mais claras com as cores respectivas a cada
curva/corrida, representam as linhas de tendéncia. A equacdo da recta para o B-sitosterol, dada pela primeira e
segunda curvas de calibragdo ¢ y = 0,019.x e pela terceira curva é y = 0,018.x, sendo o R? =0,999 para ambas as

curvas de calibragao.
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, s . ~ 2 . .
Para todos os esterdis, as curvas de calibragdo apresentaram um R” praticamente igual
a um, o que significa, como se comprova pelas linhas de tendéncia, que o método ¢ linear e

que a variacao da concentracao segue um padrao linear para todos os esterdis.

3.4.5.2. Repetibilidade

Para a determinagdo da repetibilidade do método, uma mesma amostra de LA
controlo (sobrecarregada com uma mistura padrao de 7-DHC, latosterol, desmosterol e [3-
sitosterol com concentragdo de 1uM) foi extraida e analisada cinco vezes, numa mesma série,
no mesmo dia e, sob as mesmas condigdes de ensaio. Para avaliar a repetibilidade calculou-se
o coeficiente de variagdo (%) intra-série (quanto menor for o coeficiente de variagdo em %,
maior ¢ a repetibilidade).

O célculo das concentragdes dos esterdis foi feito utilizando o método do padrdo
interno, por interpolacdo, da razdo area composto/area Pi, a recta de calibracdo de cada
esterol, utilizando a respectiva equacdo. As concentragdes (UM) dos esterdis, em cada
extragdo da amostra LA, e os coeficientes de variacdo (%) intra-série sdo apresentados na

tabela 3.4.

Tabela 3.4. Tabela com as concentragdes determinadas para cada esterol, em cada extragdo da

amostra LA, e respectivos coeficientes de variag@o intra-série, para a avaliagdo da repetibilidade do método.

. Concentrac¢io (UM)
Colesterol Desmosterol 7-DHC  Latosterol p-Sitosterol
1. 34.381 1.111 1.002 1.085 1.063
2.° 35.226 1.054 1.004 1.070 1.040
3. 33.792 1.109 0.999 1.059 1.047
4.° 35.256 1.112 1.012 1.037 1.058
5.2 34.426 1.108 1.001 1.029 1.049
Média 34.616 1.099 1.004 1.056 1.051
Desvio Padrio 0.623 0.025 0.005 0.023 0.009
Coef. Variacio (%) 1.8 2.3 0.5 2.2 0.9

Como se verifica pela tabela 3.4., os coeficientes de variagdo intra-sé€rie para cada

esterol, sdo inferiores a 5% e proximos de 1%, sendo mesmo inferior a 1% para o 7-DHC e B-
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sitosterol, pelo que este método mostrou ter uma boa repetibilidade intra-série para todos os

esterois.

3.4.5.3. Reprodutibilidade

Para a determinagdo da reprodutibilidade do método, uma mesma amostra de LA
controlo (sobrecarregada com uma mistura padrdo de 7-DHC, latosterol, desmosterol e f3-
sitosterol com concentracdo de 1UM) foi extraida e analisada cinco vezes, em 15 dias
diferentes. Para avaliar a reprodutibilidade calculou-se o coeficiente de variagdo (%) inter-
série (quanto menor for o coeficiente de variagdo em %, maior € a reprodutibilidade).

O calculo das concentragdes dos esterdis foi feito como descrito anteriormente. Os
valores médios de concentracdo para cada esterol e em cada série, assim como 0s respectivos

coeficientes de variagdo (%) inter-série sdo apresentados na tabela 3.5.

Tabela 3.5. Tabela com os valores médios de concentragdo obtidos para cada esterol, em cada série, e

respectivos coeficientes de variago inter-série, para a avaliagdo da reprodutibilidade do método.

Tempo (dias) Concentraciao (UM)
Colesterol Desmosterol 7-DHC Latosterol p-Sitosterol

L° 33.985 1.134 1.001 1.067 1.034

2.° 32.985 1.131 1.019 1.047 1.034

3.0 32.812 1.102 1.010 1.052 1.059

4.° 32.887 1.172 0.974 1.039 1.073

5.2 34.131 1.175 0.978 1.056 1.051

6.° 34.407 1.074 1.014 1.127 1.057

7.2 36.033 1.039 1.002 1.065 1.097

8.° 32.843 1.021 1.020 1.077 1.076

9.2 33.995 1.095 0.989 1.064 1.099

10.° 34.491 1.082 0.973 1.077 1.042

11.° 35.509 1.163 1.002 1.014 1.045

12.° 34.841 1.120 1.006 0.992 1.004

13.° 33.561 1.156 1.023 1.102 1.031

14.° 35.244 1.074 0.992 1.067 1.058

15.° 34.146 1.144 1.009 1.102 1.103
Média 34.125 1.112 1.001 1.063 1.057
Desvio Padrio 1.003 0.048 0.016 0.034 0.028

Coef. Variacio (%) 2.9 4.3 1.6 3.2 2.7
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Como se verifica pela tabela 3.5., os coeficientes de variacdo inter-série para cada
esterol, sdo inferiores a 5% e proximos de 1% (7-DHC), pelo que este método mostrou ter

uma boa reprodutibilidade inter-série para todos os esterois.

3.4.5.4. Cartas Controlo

O controlo estatistico de qualidade assume hoje em dia uma importancia
fundamental, pois os seus métodos estatisticos permitem detectar formas invulgares de
variacdo, determinar alteracdes nos valores dos parametros do processo e identificar factores
que influenciam as caracteristicas do processo. Introduzida por Walter Shewhart, no final dos
anos 30, a carta de controlo ¢ uma das principais ferramentas estatisticas do controlo
estatistico de qualidade, pois, permite avaliar e controlar o desempenho do processo ao longo
do tempo.

A carta de controlo tipo Shewhart ¢ uma representacdo grafica de valores de uma
estatistica e contém uma linha central que representa o valor médio da caracteristica de
qualidade e, duas linhas simetricamente colocadas acima e abaixo da linha central, que sdo
designadas por limites de controlo. Se designarmos por Q uma estatistica amostral que mede
uma determinada caracteristica de qualidade, com média uQ e desvio padrao cQ, a carta
ficara definida com uma linha central igual a pQ, um limite superior de controlo (LSC) igual a
pQ+LoQ e um limite inferior de controlo (LIC) igual a pQ-LoQ. O coeficiente L representa a
distancia dos limites de controlo a linha central, medida em unidades do desvio padrao da
estatistica e usualmente, assume-se que L=3, sendo os limites conhecidos por limites “3-
sigma”. Assim, através da representacdo da linha central (uQ) obtém-se a percep¢do da
tendéncia dos valores em relacdo ao valor real ou esperado, e as linhas LIC e LSC,
representam os limites que prevéem 99.7% de incidéncia dos resultados (Pereira, 2006).

Efectuando a subdivisao do espaco compreendido entre as duas linhas LIC e LSC,
em funcdo do desvio padrio (SD, 2SD e 3SD), obtém-se seis regides dispostas
simetricamente a linha central. A regido de alerta fica situada entre 2SD e 3SD, a zona
intermédia entre 1SD e 2SD, e a zona central assume valores compreendidos entre a média
dos valores e 1SD. Se a carta de controlo estiver estatisticamente bem estabelecida, estima-se
que 99.7% dos valores experimentais incidam dentro dos limites estabelecidos pelas suas

linhas de acg¢do, caso contrario, corresponde a uma situagdo anémala (Pereira, 2006).
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Foram feitas cartas de controlo de Shewhart para cada esterol, utilizando amostras
LA controlo, sobrecarregadas com uma mistura padrao de 7-DHC, latosterol, desmosterol e 3-
sitosterol com concentracdo de 1M, extraidas durante os ensaios para a validagdo do método
e quantificagdo de esterois nos LA. Estas cartas controlo permitem verificar a estabilidade dos
padrdes adicionados a amostra LA controlo com o passar do tempo e, a variacdo de
concentracdo de cada esterol na amostra, em fun¢ao dos varios ensaios realizados em dias

diferentes.

Tabela 3.6. Tabela com os valores de concentragdo obtidos para cada esterol em cada amostra LA

controlo, utilizados nas cartas de controlo.

Tempo (dias) Concentracio (UM)
Colesterol Desmosterol 7-DHC Latosterol B-Sitosterol
L. 34.381 1.107 1.002 1.000 0.975
2.° 35.226 1.143 1.004 0.985 0.996
3.2 33.792 1.182 0.999 1.042 1.094
4.° 35.256 1.130 1.012 0.993 0.999
5.° 34.426 1.109 1.001 0.991 1.008
6.° 33.082 1.117 1.002 1.104 1.064
7.° 34.040 1.194 1.044 1.100 0.997
8.° 34.875 1.097 0.929 1.021 0.988
9.2 33.613 1.050 1.054 1.112 1.127
10.° 34.316 1.196 0.975 0.998 0.996
11.° 33.190 1.131 0.982 1.100 1.022
12.° 33.473 1.054 0.999 0.990 1.104
13.0 32.401 1.109 0.978 1.051 1.088
14.° 34.008 1.112 1.065 1.070 1.080
15.° 34.988 1.108 1.015 1.050 1.002
16.° 31.801 1.143 0.904 1.099 1.068
17.° 33.375 1.198 0.946 0.994 1.031
18.° 34.045 1.122 0.970 1.064 1.121
19.° 32.126 1.198 0.903 1.040 1.129
20.° 33.089 1.199 0.995 0.998 1.016
21.° 34.686 1.126 0.995 1.085 1.063
22.° 32.643 1.117 1.004 1.070 1.040
23.° 35.412 1216 0.970 1.059 1.047
24.° 33.294 1.207 0.903 1.037 1.058
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25.° 34.618 1211 0.968 1.029 1.049
26.° 33.639 1.106 1.023 1.169 1.092
27.° 34.643 1.042 1.004 1.085 1.022
28.° 35.801 1.100 0.979 1.026 1.055
29.° 36.264 1.128 1.025 1.105 1.138
30.° 32.860 1.200 1.057 1.058 1.063
Média 33.979 1.138 0.990 1.051 1.051
Desvio Padrao 1.094 0.050 0.042 0.047 0.047
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Figura 3.15. Carta de controlo para o colesterol. Legenda: LIC — limite inferior de controlo; LSC —

limite superior de controlo.
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Figura 3.16. Carta de controlo para o desmosterol. Legenda: LIC — limite inferior de controlo; LSC —

limite superior de controlo.
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Figura 3.17. Carta de controlo para o 7-dehidrocolesterol. Legenda: LIC — limite inferior de controlo;

LSC - limite superior de controlo.
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Figura 3.18. Carta de controlo para o latosterol. Legenda: LIC — limite inferior de controlo; LSC —

limite superior de controlo.
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Figura 3.19. Carta de controlo para o B-sitosterol. Legenda: LIC — limite inferior de controlo; LSC —

limite superior de controlo.

Pela norma ISO 8258:1991 (Pereira, 2006), foram estabelecidas algumas regras para a
interpretagdo das cartas de controlo e para a deteccdo de anomalias (arranjos e sequéncias de
valores pouco vulgares em relacdo ao comportamento esperado para uma variavel aleatoria
com distribui¢do normal). De acordo com esta norma, sdo reconhecidas como situagdes de
nao conformidade os seguintes casos:

1. Atingir um valor fora das linhas de controlo (LIC e LSC);

2. Obter dois ou mais valores sucessivos na mesma zona de alerta (entre 2SD e 3SD);

3. Numa sucessao de cinco valores, quatro destes cairem na zona intermédia (entre 1SD e
2SD);

4. Sucessdo de seis valores com a mesma tendéncia, crescente ou decrescente;

5. Numa sucessdo de oito valores consecutivos todos cairem na zona intermédia sem que
nenhum destes pertenga a regido central;

6. Sucessao de nove valores apenas numa das zonas centrais;

7. Sucessao de catorze valores em ziguezague;

8. Sucessdo de quinze valores em ambas faixas centrais.

Para o colesterol, desmosterol, 7-DHC e B-sitosterol as cartas de controlo apresentam
valores compreendidos entre — 2SD e + 2SD, no caso do latosterol, apenas um valor

ultrapassa a zona intermédia e incide na zona de alerta.
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Por andlise das cartas de controlo de cada esterol e tendo em conta as normas ISO
8258:1991, verifica-se que para cada esterol nenhuma das regras foi quebrada, o que indica
que para uma variavel aleatoria, os seus valores seguem uma distribuicado normal ndo havendo

a ocorréncia de situagoes anomalas.

3.4.5.5. Taxa de recuperacio

Para além da repetibilidade e reprodutibilidade do método, foi também determinada a
taxa de recuperagao do método, através de ensaios com a amostra controlo LA, a qual sao
adicionados padrdes de esterdis com concentragdes conhecidas. A metodologia para a
determinagdo da taxa de recuperacdo foi adaptada de Ahmida et al. (2006).

A taxa de recuperagdo ¢ determinada por analise em triplicado de uma amostra LA
controlo, com a adi¢ao de padrdes de esterdis de duas concentragdes diferentes, em 2 ensaios
distintos. No primeiro ensaio a amostra LA controlo foi sobrecarregada com uma mistura
padrao de 7-DHC, latosterol, desmosterol e B-sitosterol de concentragao 1M e com uma
solucdo padrao de colesterol de concentracio 10UM. No segundo ensaio a amostra LA
controlo foi sobrecarregada com uma mistura padrdo de 7-DHC, latosterol, desmosterol e -
sitosterol de concentracdo SUM e com uma solug¢do padrdo de colesterol de concentragdo

SUM.

A férmula empirica para determinar a taxa de recuperacgdo (%) é:

Recuperacio (%) = (Quantidade de amostra encontrada — X,) x 100

Quantidade de amostra adicionada

X0 — Quantidade inicial na amostra.

Para além da determinagdo da taxa de recuperagdo ¢ também determinado o
coeficiente de variacao (%).

Os resultados obtidos sdao apresentados na tabela 3.7.
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amostra, e respectivas taxas de recuperacao (%) e coeficientes de variagao (%).

Tabela 3.7. Tabela com as concentragdes obtidas para cada esterol em cada ensaio e para cada

Ensaio Amostras Estatistica
Variaveis Desvio Coeficiente de
Composto Al A2 A3 Média )
Determinadas Padrao Variagio (%)
Concentragio | 45304 = 45396 = 44.984 | 45228 0216 05
Colesterol
R 96.2 97.1 93.0 95.4 2.2 2.2
recuperagcao
Concentracao 1.151 1.129 1.173 1.151 0.022 1.9
Desmosterol
lew 94.3 92.1 96.5 94.3 2.2 2.3
recuperag:ao
1 Concentragio | 0.963 0.979 0.957 0.966 0.012 1.2
7-DHC
lew 95.8 97.4 95.1 96.1 1.2 1.2
recuperag:ao
Concentragio | 1.045 1.030 1.058 1.044 0.014 1.4
Latosterol
e 97.7 96.1 98.9 97.6 1.4 15
recuperagcao
Concentragio | 1.048 1.032 1.029 1.036 0.010 1.0
p-Sitosterol
e 98.9 97.3 97.0 97.7 1.1 1.1
recuperagcao
Concentragio | 40.384 | 40.587 = 40.425 | 40.465 0.107 0.3
Colesterol
R 93.9 97.9 94.8 95.6 2.1 2.2
recuperagcao
Concentragio | 5.105 5.139 5.118 5.121 0.018 0.3
Desmosterol
R 97.9 98.6 98.2 98.2 0.4 0.4
recuperagcao
, Concentragio | 4.885 4.908 4.844 4.879 0.033 0.7
7-DHC
R 97.6 98.1 96.8 97.5 0.7 0.7
recuperagcao
Concentracao 5.023 5.016 5.009 5.016 0.007 0.1
Latosterol
R 99.1 98.9 98.8 99.0 0.1 0.1
recuperagcao
Concentracao 5.021 5.017 5.010 5.016 0.006 0.1
p-Sitosterol
R 99.2 99.2 99.0 99.1 0.1 0.1
recuperagcao

Legenda: A — amostra; 7-DHC — 7-dehidrocolesterol.

Nota 1: As taxas de recuperagdo sdo dadas em % e as concentragcdes em PUM.

Nota 2: No 1.° ensaio a amostra LA controlo foi sobrecarregada com uma mistura padrdo de 7-DHC,

latosterol, desmosterol e [-sitosterol de concentragdo 1UM e com uma solu¢do padrdo de colesterol de

concentracdo 10UM. No 2.° ensaio a amostra foi sobrecarregada com uma mistura padrdo de 7-DHC, latosterol,

desmosterol e B-sitosterol € com uma solucdo padréo de colesterol, ambas de concentragdo SUM.
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Nota 3: A concentracdo inicial (X;) de cada esterol na amostra LA sem sobrecarga dos padrdes é:
35.69uM para o colesterol, 0.21uM para o desmosterol, 0.0053uM para o 7-DHC, 0.068uM para o latosterol e
0.059uM para o B-sitosterol.

Nota 4: Em amarelo claro, estdo representadas as taxas de recuperacdo de cada esterol ¢ para cada
amostra extraida em ambos os ensaios. Em amarelo escuro, estdo representadas as médias das taxas de
recuperacdo para cada esterol, determinadas pela extragdo em triplicado das amostras, em cada ensaio. Em rosa,
estdo representadas as médias dos coeficientes de variagdo das taxas de recuperacdo para cada esterol,

determinadas pela extracao em triplicado das amostras, em cada ensaio.

Como se verifica pela tabela 3.6., a média das taxas de recuperagdo (na tabela em
amarelo escuro) para cada esterol e em cada ensaio, sdo superiores a 90% e proximas de
100%, pelo que este método mostrou ter uma boa taxa de recuperacdo para todos os esterois.
Esta observagao ¢ corroborada pelos coeficientes de variacdo (na tabela em rosa) para cada
esterol e para cada ensaio, uma vez que estes sdo inferiores a 5%, proximos e até mesmo
inferiores a 1% (que € o caso do desmosterol, 7-DHC, latosterol e B-sitosterol no segundo

ensaio).

3.4.5.6. Limite inferior de deteccio e limite inferior de quantificacao

Utilizando o método de GC-MS optimizado, determinou-se o limite inferior de
detecgdo (LID) e o limite inferior de quantificacdao (LIQ), através da razdo S/R. Para a
determinagdo destes valores fizeram-se varios ensaios com solugdes padrao dos diferentes
esterodis, com baixas concentragdes e ensaios com amostras de LA controlo.

Os valores de LID foram determinados quando a razdo S/R = 3 e os valores de LIQ
quando a razdo S/R = 10.

Os valores de LID e LIQ em nM, para cada esterol, sdo apresentados na tabela 3.8.
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Tabela 3.8. Tabela com os limites inferiores de detecgdo (LID) e quantificagdo (LIQ) em nM para cada

esterol.
Composto LD I
(nmol/L ) (nmol/L )

Colesterol 10 50

Desmosterol 5 10

7-DHC 0.8 1

Latosterol 1 5
B-sitosterol 1 5

Legenda: 7-DHC — 7-dehidrocolesterol.

3.4.6. Tratamento Estatistico

Os resultados foram analisados e tratados estatisticamente recorrendo-se ao programa
de tratamento de dados estatisticos Statistical Package for Social Sciences - SPSS® (versio
14.0 para Windows).

Numa primeira fase, determinaram-se os parametros estatisticos (média, mediana,
desvio padrao, variancia, coeficiente de variagdo (%), minimo, maximo, intervalo interquartil,
percentis (25, 50 e 75%), curtose e assimetria) de cada esterol para cada semana de gestagdo e
avaliaram-se as diferentes distribui¢cdes (semana de gestacdo versus concentracdo de esterol)
(através da Correlagdo de Pearson), averiguando se os dados se distribuiam de modo normal
(através dos testes de hipoteses Kolmonov-Smirnov e Shapiro-Wilk). Como a distribui¢do nao
era normal, era assimétrica, recorreu-se a testes ndo paramétricos para comparar as diferentes
categorias e averiguar as significancias (Teste para N variaveis independentes e continuas -

Teste das Medianas).

Cristina Amaral UBI 2008 94



